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(54) Title: NOVEL PROTEINS WITH IL-6 INHIBITING ACTTIVITY 

(54) Titre : NOUVELLES PROTEINES A ACTTVITE INHIBITRICE DE LTL-6 

(57) Abstract: The invention concerns proteins with IL.6 inhibiting activity, and their use and the u.se of proteins comprising at least 
the amino acid sequence SEQ TD No. 4 as medicine and, in particular, as anticancer agent. 

(57) Abr*g^ : La pr&ente invention a pour objet des proieines h activity inhibitrice de riL-6. ainsi que leur utilisation et 1' utilisation 
de prot^mes comprcnant au moins la sequence en acides amines SEQ ID N* 4 comme m&Mcament et, en particulier, comme acent 
anticanc^reux. 
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NOUVELLES PROTEEVES A ACTTVITE INHIBITMCE DE JL'IL-6 
La prteente invention a pour objet des nouvelles prot^ines k activit6 inhibitrice 
de rinterleuldne 6 (IL-6), les outils de g6nie g6n6tique pour les produire, k savoir un 
ADN recombinant, im vecteur d'expression portant cet ADN recombinant, les 
5 micro-organismes procaryotes et les cellules eucaryotes contenant cet ADN 
recombinant, ainsi qu'un medicament, utile notamment comme agent anti-tumoral, 
contenant une de ces prot6ines k titre de principe actif. 

L*IL-6 appartient k la famille des cytokines. Cette glycoproteine (SEQ ID 
1) possede un peptide signal de 28 acides aminfes qui est cliv6 a la s6cr6tion pour 
10 donner une prot6ine de 184 acides amines (E. Sporeno et aL, Blood, 1996, 77, 45 10- 
4519) est produite par une trfes large gamme de cellules normales ou transformees, 
par exemple, les lymphocytes T ou B, les monocytes, les macrophages, les 
fibroblastes... 

L'IL'6 est cod6e par un gfene de 5 Kb constitu6 de 5 exons (SEQ ID N° 2) et 

1 5 localise sxu: le chromosome 7 humain. 

Brakenhoff et aL pr6sentent des travaux sur des deletions fractionn6es en 
TV^terminal de riL-6 dans leur article paru dans The Journal of Immunology, 1989, 
143(4), 1175-1182. Differents clones ou mutants pr6sentant des deletions courtes, 
d*au maximum 35 acides amines en TV-terminal, sont pr6par6s en syst&ne procaryote 

20 et en conditions denaturantes. D'apr^s leiu: resultat, les auteurs concluent que les 
acides amines 31 i 34 forment une region importante pour Tactivite biologique de 
riL-6 et qu'ils interviennent dans la conformation de riL-6 permettant la fixation de 
celle-ci sur im de ses recepteurs. Les auteurs ont recherche une activite antagoniste de 
riL-6 pour les mutants prepares sur la proliferation des cellules B9 et indiquent 

25 qu'ils ne Tont pas mise en evidence (page 1 1 80 colonne 2 ligne 43). 

L'epissage de I'ARNm de riL-6 a ete etudie notanmient par Kestler et aL Dans 
leur article, Blood 1995, 86(12), 4559-4567, l'epissage du deuxieme exon de TARNm 
de riL-6 entraine la deletion de Tadenine situ6e au debut du troisifeme exon de 
TARNm de riL-6. De plus, aucune activite inhibitrice de riL-6 n'est r^portee poiu" 

30 la proteine issue de la traduction de cet ARNm epissSe. 
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Or, il est intdressant de trouver des moyens pour moduler et en particulier, 
inhiber Tactivite de riL-6, iinpliqu6e dans la proliftration des cellules tumorales 
notamment. 

De fa9on surprenante, les inventeurs ont dSmontre que la proteine de sequence 
5 SEQ ED 4 correspondant k la traduction de TARNm de lTL-6 initiee k partir du 
deuxiime ATO de I'exon 3 poss^ une activite inhibitrice de riL-6. 

L'invention a done pour objet cette proteine de sequence SEQ ID 4. 
La pr6sente invention a egalement pour objet les proteines correspondant k la 
SEQ ID N°4 avec une queue polyhistidine en C ou ^-terminal et qui se comportent 
10 egalement comme des inhibiteurs de riL-6, nonim6es respectivement : 

PAC3 qui pr^sente la sequence SEQ ID N** 3 et qui correspond k la 
SEQ ID N** 4 i laquelle une tyrosine suivie d*une queue polyhistidine a 

ajoutee en C-terminal, et 
PAC3Bis qui pr6sente la s6quence SEQ ID N° 19 et qui correspond a 
15 la SEQ ID N° 4 A laquelle une methionine et une lysine suivies d'une 

queue pol>Wstidine et d'une glutamine ont ete ajout6es en A^-terminal. 
Les inventeurs ont mis en Evidence que la sequence en acides amines SEQ ID 
N° 4 permet d'obtenir une inhibition de I'activit^ de riL-6. L'invention a done pour 
objet Tutilisation d'une prot6ine comprenant au moins la s6quence en acides amin6s 
20 SEQ ID N° 4 pour la fabrication d'un m6dicament destine k inhiber ractivit6 de 
riL-6, et en particulier d'agents anti-canc6reux. 

La presente invention a 6galement pour objet tout acide nucl6ique qui 
comprend ou est constitu6 par un enchainement de nucleotides codant pour les 
proteines selon l'invention (SEQ ID N*^' 3, SEQ ID N° 4 et SEQ ID N° 19). II peut 
25 s'agur de sequences d'origine naturelle ou artificielle, et notamment d'ADN 
genomique, d'ADNc, d'ARNm, de sequence hybrides ou de s6quences synthetiques 
ou semi-synthetiques. Get acide nucleique peut etre d'origine humaine, animale, 
vegetale, bact6rienne, virale ... II peut 6tre obtenu par toute technique connue de 
rhonune du metier, et notamment par criblage de banques, par synth^e chimique ou 
30 encore par des methodes mixtes incluant la modification chimique ou enzymatique 
de sequences obtenues par criblage de banques. Avantageusement, Tacide nucl6ique 
selon rinvention est un ADNc. 
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Les acides nucl6iques selon rinvention peuvent notamment etre prepares par 
synthase chimique et g6nie gen6tique en utilisant les techniques bien connues de 
lliomme du metier et decrites, par exemple, dans SAMBROOK et al, "Molecular 
Cloning : a Laboratory Manual" publi6 en 1989 par Cold Spring Haibor Press, NY, 
5 26me Edition. 

Par exemple, la synth^e des sequences d'ADNc selon Tinvention peut 8tre 
effectu6e par amplification des ARNm de cellules humaines k Taide de la m6thode 
PCR (de Tanglais "Polymerase Chain Reaction"), comme d6crit, par exemple, par 
GOBLET et al (Nucleic Acid Research, 17, 2144, 1989) en utilisant des 
10 oligonucleotides synfh6tiques conune amorces, d6fini5 k partir de la sequence d'ADN 
SEQ ID N*»2 de riL-6. 

Des amorces appropri6es pour la synthase de la proteine PAC3 sont, par 
exemple, les oligonucleotides suivants : 

- amorce 5* 

15 SEQ ID N*>7 : CCT TGG ATC CAT GGC TGA AAA AGA TGG 

cr6e im site de restriction BamHI en 5' du deuxi^me ATG du troisidme exon du gSne 
deriL-6 

- amorce 3* 

SEQ ID N°8 : GGG GAA TTC TAG TGA TGG TGA TGG TGA TGG TAG ATT 
20 TGC CGA AGC CCC 

rend silencieux le codon stop du gfene de V\L-6 puis cr6e une queue de six histi dines 

avec un codon stop et im site de restriction EcoRI sur le codon stop du gdne de riL-6 
Le fragment d'acides nucl6iques amplifi6 peut ensuite etre clone selon les 

techniques d6crites dans AUSUBEL et al. (Current Protocols in Molecular Biology, 
25 Green Publishing Associates and Wiley Literscience, New- York, 1 989, Mises a jour 

jusqu'en 1997, chapter 3). 

Les prot6ines selon Tinvention peuvent etre obtenues par la technique du genie 

genetique qui comprend les etapes de : 

— culture d*un micro-organisme transforme ou de cellules eucaryotes transformees h, 
30 Taide d'un vecteur d'expression portant ime s6quence d'acides nucleiques selon 
rinvention ; et 
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— recuperation de la prot6ine pixxluit par le dit micro-organisme ou lesdites cellules 
eucaryotes. 

Cette technique est bien connue de l*homme du metier. Pour plus de details la 
concemant, on pourra se r6f6rer k Touvrage ci-apr^s : Recombinant DNA Technology 
5 I, Editors Ales Prokop, Raskesh K Bajpai ; Annals of the New- York Academy of 
Sciences, volume 646, 1991. 

Elles peuvent egalement etre pr6par6es par les synthases peptidiques classiques 
bien connues de lliomme du metier. 

L'invention a 6galement pour objet des micro-organismes procaryotes et les 
10 cellules eucaryotes transform6s k Taide d'un vecteur d'expression contenant une 
sequence d'ADN selon Tinvention. Ce vecteur d'expression, qui peut Stre, par 
exemple, sous la forme d'un plasmide, cosmide ou phage, doit comporter, outre la 
sequence d*ADN de Tinvention, les moyens n6cessaires k son e?q>ression, tels que 
notamment un promoteur, un terminateur de transcription, une origine de replication 
IS et de pref&ience im marqueur de selection. La transformation des micro-organismes 
et des cellules eucaryotes est une technique bien connue de lliomme du m6tier qui 
pourra aisement determiner, en fonction du micro-organisme k transformer, les 
moyens necessaires k regression de la sequence d'ADN selon I'invention. 

Comme micro-organisme procaryote, on peut citer E. coli et comme eucaryote 
20 la levure Saccharomyces cerevisiae. 

A titre d'exemples de cellules eucaryotes qui conviennent aux fins de 
I'invention, on peut citer notamment les cellules de singe COS, les cellules d'ovaire 
de hamster chinois CHO, les cellules d'insectes Sf9, la lign6e de lymphome .T humain 
Jurkat, etc., toutes etant repertoriees k TATCC. 
25 De maniere avantageuse, on pourra utiliser un systSme mettant en oeuvre un 

vecteur de type baculovirus. Ce systfeme permet de produire des proteines etrangeres 
aux cellxiles (cellules Sf9) d'un insecte (JSpodoptera Frugiperda) en utilisant une 
recombinaison in vivo entre un vecteur de transfert (plasmide) qui contient la 
sequence d'ADN 6trangere, d'une part et d'autre part, le genome d'lm virus. 
30 (O'Reilly, D., L.K. Miller, and V.A, Luckow. 1992. Baculovirus expression vectors: 
A Laboratory manual. W.H. Freeman and Compan, New York, Y.) 
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L'invention a egalement pour objet les micro-organismes procaryotes et les 
cellules eucaryotes cotransfonn6es avec des vecteurs d'expression contenant la 
sequence d'ADN codant pour la proline selon rinvention, lesdits vecteurs 
d'expression contenant de plus des moyens utiles k leur expression, y compris dans le 
5 syst^me double-hybride en levure. 

L'invention a egalement pour objet des animaux transg6niques exprimant un 
transgfene de la prot6ine PAC3, PAC3Bis ou de la prot6ine de SEQ ID N° 4 selon 
rinvention. 

Ces animaux transgSniques pourront servir de moddles d'dtude in vivo de la 
10 perturbation du cycle cellulaire et de la proliferation par Tabsence ou la surexpression 
du g^ne de la prot6ine selon rinvention ou de formes tronqu6es ou mut6es de cette 
proteine. 

Ces animaux transg6niques sont obtenus par des techniques bien connues de 
lliomme du metier, telles que celles dScrites dans Manipulating the mouse embryo : a 
15 laboratory manual, HOGAN B., BEDDINGTON R.,COSTANTINI F. & LACY E. 
Cold Spring Harbor laboratory press, second edition, 1994. 

A titre d^animaux, on pr^fSre les mammif&res tels que la souris ou le rat. 

La pr6sente invention a egalement pour objet les nouveaux anticorps, de 
pr6f6rence monoclonaux, dirigSs contre la protSine PAC3, PACSBis ou la prot6ine de 
20 SEQ ID 4. 

Ces anticorps peuvent gtre des anticorps monoclonaux obtenus par le procM6 
bien connu de KOHLER et MILSTEIN (Nature, 256, 495-497, 1975) ou des 
anticorps polyclonaux obtenus selon les proc6d6s classiques d'immunisation 
d'animaux (Antibodies, a laboratory manual, E. Harlow & D. Lane, Cold Spring 
25 Harbor laboratory press, 1 988). 

Les oligonucleotides antisens bloquant la transcription ou la traduction des 
protSines de linvention qui sTiybrident avec une sequence d'acides nucl6iques telle 
que d6finie pr6c6demment, constituent 6g^ement un autre objet de la pr6sente 
invention. 

30 Ces oligonucleotides antisens sont prepares par des techniques bien connues de 

rhomme du m6tier, telles que celles d6crites pas AUSUBEL et al (Current Protocols 
in Molecular Biology, supra,) 
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La proteine de s6quence SEQ ID N«» 4, la protfiine PAC3, la prot6ine PAC3Bis, 
ainsi que toute proteine comprenant la sequence SEQ ID 4 sont particuli6rement 
int6ressantes sur le plan th6rapeutique. Leur activity th6rapeutique est li^e plus 
particuliirement k leur aptitude & inhiber l'activit6 de riL-6. Ces proteines seront en 
5 particulier utiles comme agent anti-inflammatoire pour le traitement de toute 
pathologje inflammatoiie ou infecticuse oH Vn-6 est d6montr6e jouer un rdle 
physiopathologique, pour le traitement des maladies oil il est necessaire d'inhiber la 
pioliftration des cellules tumorales b6nignes ou malignes dent la croissance est 
stimul6e par riL-6, ou d'induire la mort des cellules dont la survie est d6pendante de 
10 la pr6sence d'IL-6, ou encore d'inhiber la diss6niination metastatique des cellules 
tumorales dont la dissemination est induite par l'IL-6, de maniire autocrine, 
paracrine ou endocrine, notamment les lymphomes. leucdmies, my61omes, 
carcinomes, sarcomes, le saicome de Kaposi, la maladie de Caspdman, chez les 
patients atteints de tumeurs maUgnes ; oik il est necessaire d'inhiber I'effet protecteur 
15 de l'IL-6 sur la mort des cellules tiomorales induite par les agents cytotoxiques 
(dumiques, biologiques ou physiques) ou cytostatiques ; oil il est 
n6cessaire d'inhiber les propri^tes proinflammatoires, cachectisantes et r6gulatrices 
de l'h6matopoi*6se de l'IL-6 resultant d'une production anoimale de cette prot6ine, 
notamment les syndromes inflammatoires chroniques dysimmunitaiie (polyarthrite, 
20 liqnis 6ryth6mateux dissemind), dans les connectivites, dans les infections graves, par 
exemple de type viral ou bactferien, associ6es k une hyperproduction d'IL-6 dans des 
tumeurs b6nignes ou malignes d'origine h6matologique, 6pith61iale, conjonctive, par 
exemple; oft il est necessaire d'inhiber les remaniements bsseux, notamment 
rost6olyse, induits par l'IL-6, dans les maladies d6g6n6ratives, inflammatoires ou 
tumorales, par exemple ; oii il est n6cessaire d'inhiber les proprietes immunologiques 
de l'IL-6 (inmiunostimulantes ou immunosuppressives) dans les situations cliniques 
la deregulation de la production d'IL-6 joue un role physiopathologique, 
notamment les syndromes dysimmunitaires, les maladies infectieuses et les affections 
neoplasiques de type leuc6mies, mydomes, carcinomes ou sarcomes. 
30 L'invention conceme 6galement la prot6ine de sequence SEQ ID N° 4, la 

proteine PAC3, la proteine PAC3Bis, ainsi que toute proteine comprenant la 
sequence SEQ ID N°4 pour leur utilisation en tant que medicament ainsi que les 
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compositions pharmaceutiques contenant la proteine de sequence SEQ ID 4, la 
proteine PAC3, la prot6ine PAC3Bis, ou toute proteine comprenant la sequence SEQ 
ID N** 4, en association avec au moins un excipient phannaceutique convenable. 

Ces compositions pharmaceutiques sont pr6par6es selon les techniques 
classiques bien connues de Thomme de Tart Les excipients pharmaceutiques sont 
choisis selon la forme phannaceutique et le mode d'administration souhaitS, par 
exemple, administration orale, sublingual, sous-cutanee, intramusculaire, 
intra-veineuse, topique ... A titre d'exemple, la proteine ou les fragments peptidiques 
selon rinvention peuvent Stre formulas sous forme injectable, en association avec un 
ou plusieurs excipients pharmaceutiquement acceptables appropries et dans un 
solvant physiologiquement acceptable tel que Peau ou le serum physiologique. 
Chaque dose unitaire peut contenir, par exemple, entre 10 et 500 mg de principe 
actif, afin d'obtenir TeflFet therapeutique ou prophylactique d6sir6. 

La pr6sente invention a aussi pour objet Putilisation de la prot6ine de sequence 
SEQ ID N° 4, de la prot6ine PAC3, de la prot6ine PAC3Bis, ou de toute proteine 
comprenant la sequence SEQ ID N° 4 pour la preparation de medicaments anti- 
tumoraux ou anti-canc6reux et en particulier destines h pr^venir ou traiter les 
maladies IL-6 d6pendantes, et en particulier les maladies ci-dessus mentionnees, et 
plus particuli^rement les lymphomes, leuc6mies, my61omes, carcinomes, sarcomes. 

Uinvention va maintenant etre decrite en detail k Taide de Texpose 
experimental ci-^r6s. 

Une grande partie des techniques d6crites dans ces exemples, bien connues de 
lliomme du m6tier, est exposee en detail dans Touvrage de SAMBROOK et al. 
(supra) ou dans I'ouvrage de AUSUBEL et al, (supra). 

La description ci-aprds sera mieux comprise k Taide des fig. 1 i 10 sur 
lesquelles : 

• la fig. 1 represente Talignement des sequences obtenu k Taide des amorces 
SEQ ID n° S a n° 16 sur le vecteur KAE15.8. 

• la fig. 2 represente la carte du plasmide de transfert de la proteine PAC3, 

• la fig. 3 represente le profil de chromatographie utilise lors de la purification de la 
proteine PAC3, 

• la fig. 4A represente la proteine PAC3 reveiee par colorimetrie argentique. 
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• la fig. 4B repr6sente la caiacterisation par Western blot de la proteine PAC3 
d6tect6e par un anticorps anti-histidine et r6v616e par chinuluminescence, 

• les Og. 5A, SB, SC repr&entent les r^sultats obtenus avec la pn>t6ine PAC3 sur 
rinhibition de la proliftration des cellules U266, 

5 • la fig. 6 repr^sente les r&ultats obtenus avec la proteine PAC3 sur la 
diftgrenciation des prog&iiteurs CD34+, 

• La fig. 7 reprdsente le profil de chromatogr^hie utilis6 lors de la purification de la 
prot6ine PAC3Bis. 

• La Fig. 8A repr^sente une autoradiographic du Western Blot de la proteine 
10 PAC3Bis. 

• La Fig. 8B repr6sente le mgme gel present6 k la Fig. 8A mais colore k I'aigent 

• la Fig. 9A repr^sente la caract6risation par Western Blot des diff6rentes 6tapes de 
digwtion de la pertinence PAC3Bis. 

• la Fig. 9B repr6s«ite une autoradiogiaphie du Western Blot de ftactions obtenues 
15 ^ris digestion. 

. La Fig. 9C represente les memes fractions qu'i la Fig.9B mais color6 i I'argent. 

• la Fig. 10 repr6sente les r6sultats obtenus avec la prot6ine PAC3Bis et la protfiine 
de sequence SEQ m 4 sur la prolif6ration des cellules U266. 

On d6crira ci-apres plus en d6tails. une m6thode de production et de 
20 purification de la proteine PAC3 de SEQ BD n^S et des pix>teines de SEQ ID No 4 et 
de SEQ m NO 19 (PAC3Bis), ainsi que diff^rents tests mettant en 6vidence leur 
activitd biologique. notanmient sur la proliferation de la lign6e U266 de my61ome. 

A - PRODUCTION ET PURIFICATION DE LA PROTEINE PAC3 
A.1 - Extraction de I'ARN 
25 A.1.1 - Extraction de TARN 

Apr^ culture jusqu'^ 80 o/o de confluence de la lignte tumoiale CLB-TUG (deposee h 
la CNCM Paris. France le 13 novembre 2001 sous le nmn6ro 1-2749 cellule 
d-adenocarcinome de type fibroblastique 6tabUe k partir dhin ganglion lym^hatique 
dramant une tumeur primaire d'ad6nocarcinome du rein d'un honune de 40 ans) le 
milieu de culture est 61imine. puis les cellules sont d6coll6es par trypsination, pour 
former un culot sec de 10^ cellules. Les cellules sont alors lavees trois fois en tampon 
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de sel de phosphate (PBS). Le culot oellulaire est ensuite resuspendu dans 1 ml de 
solution de TRbol (solution commerciale de Gibco) et incube pendant 5 minutes k 
temperature ambiante. A la fin de cette incubation, Oa ml de chlorofonne satur6 en 
eau sont additionn6s k cette suspension. Le tout est melange par agitation 
vigoureusement pendant 15 secondes, puis I'Smulsion est incub^e pendant 5 minutes 
k temp6rature ambiante. Les difKrentes phases sont s6par6es par une centrifugation 
de 15 minutes i 12 000 g et a 4 °C. La phase aqueuse comprenant TARN est 
transferee dans un nouveau tube afin de pr6cipiter TARN k I'aide de 0,5 ml 
dlsopropanol. Le mfelange est incub6 pendant 1 heure k - 20 "C, puis centrifuge 
pendant 15 minutes a 12 000 g ^ 4 "C. Le culot d'ARN est lav6 par 1 ml d'6thanol k 
75 % puis centrifuge pendant 10 minutes k 12000 g et ^ 4 °C. Aprte elimination de 
rethanol, le culot est solubilise k une concentration de 1 mg.mr' dans une solution 
d'eau k 0,1 % de diethylpyiocaibonate (DEPC). 
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15 A.1.2 - Preparation de I'acide d esoxvribonucleiaue compiementaire (ADNc) 

Pour la synthfese de I'acide desoxyribonucieique compiementaire (ADNc), le systdme 
" Expand Reverse Transcriptase " de Boerhinger Manheim (Boerhinger Manheim, 
Meylan, France) est utilise selon les recommandations du foumisseur. 
20 Hi d'une solution d'eau k 0,1 % de DEPC contenant 1 |xg d'ARN, 50 pM 

20 d'oligonucieotide (dT)18 (Genset, Paris, France) sont denatures a 65 °C pendant 
10 minutes. Paralieiement, est preparee, dans un volume final de 20 nl, une solution 
comprenant du tampon de I'Expand reverse IX, 10 mM de DTT, 1 mM de chacun 
des quatre desoxyribonucleotides (dATP, dCTP, dGTP. dTTP). 20 UI d'inhibiteur de 
Rnase et 50 UI d'Expand Reverse. Les deux solutions sont meiangees puis incubees 
25 pendant 60 minutes k 42 °C. 



A.2 - PCR (Polymerase Chain Reaction^ 

A.2.1 - Amorces de PCR 

Les couples d'amorces utilisees au cours des PCR sont les suivantes : 



Premier < x)uple d'amorcftt ; 
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- amorce 5' 

SEQ ro N« 5 : GAG AAG CTT TAG CGG CCG CCC AGG AGC CCA GCT 
cr6e un site de restriction HinD m en 5' du premier ATG du gdne de riL-6. 

5 - amorce 3' 

SEQ ro N«» 6 : GAA TGC CCG GGA AAC TCG AGA ATC TGA GGT GCC C 
cr6e un site de restriction Sma I en 3' du codon stop du gfene de riL-6. 



10 



Deuxidme couple d'amorces ; 



- amOTce 5' 

SEQ ro N° 7 : CCT TGG ATC CAT GGC TGA AAA AGA TGG 
cree un site de restriction BamHI en 5' du deuxidme ATG du troisiteie exon du gene 
de l'IL-6. 
IS -amorce 3' 

SEQ ro N« 8 : GGG GAA TTC TAG TGA TGG TGA TGG TGA TGG TAC ATT 
TGC CGA AGC CCC 

rend silencieux le codon stop du gdne de 111^6 puis cr6e une queue de six Histidines 
avec un codon stop et un site de restriction EcoR I sur le codon stop du gdne de 
20 riL-6. 

Amorces de s6quencage : 



SEQ ro N" 9 : AGC TAT GAA CTC CTT CTC C 
25 amorce de sequence k partir de la base 30 dans le sens de lecture du g^e de lTL-6. 

SEQ ro N«» 10 : GTT CTG AAG AGG TGA GTG GC 

amorce de sequence h partir de la base 187 sur le brin compl6mentaire du gtoe de 
VlLr6 ^iss6. 

30 

SEQ ro N° 11 : AGG TAT ACC TAG AGT ACC TCC 

araorce de sequence k partir de la base 401 dans le sens de lecture du g^ne de I'lL-e. 
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SEQ ro N° 12 : AAC TCG AGA ATC TGA GOT GC 

amorce de sequence 4 partir de la base 697 sur le brin compl^mentaire du g^e de 
l'IL-6. 

5 SEQ ro 13 : TCG AGG TCG ACG GTA TC 

amorce de sequence sliybride en 5' du site de clonages multiples du plasmide KS+. 

SEQ ro N° 14 : GCG AGA TCT TGA TCA CCT AG 

amorce de sequence s-hybride en 3' du site de clonages multiples du plasmide KS+ 

10 

SEQ ID N°15 : GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C 

amorce de s&juence sTiybride en 5' du site de clonages multiples du plasmide KS+. 

SEQ ID 16 : OCT TGT TCC TCA CTA CTC TC 

15 amorce de sequence h partir de la base 258 sur le brin compl6mentaii^ du gfene de 
ITL-e. 

A.2.2 - Ampl ification des ADNc p ar Prw 

1 ^g de solution d'ADNc h tester est ajout6 i 25 pj d'une solution contenant 0,2 mM 
de dNTP (Promega, Lyon, Fiance) et 300nM de chacune des deux amorces (SEQ ID 
N° 5 et N° 6) choisies. Extemporan6ment i la reaction PCR, 25 ^il d'une solution 
comprenant 100 mM de KCl, 20 mM de Tris-HQ (pH = 7.5). 0,5 % de Tween 20, 
1.5 mM de MgCl^, 2,6 U d'Expand Polymerase (Boehiinger) sont alors additiomi6s' 
aux 25 prexmers lil. Les cycles de PCR et les temp6ratures d'hybridation varient en 
25 fonction des amorces utiUs6es comme pr6sent6 au TABLEAU 1. 



20 



30 
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TABLEAU 1 



10 



15 



Amorces 


Concentration 


Cycles 


SEQIDN*»5 
SEQIDN°6 


7,5 nm /ml 


30 minutes k 94 ®C 
30 minutes a 58 °C 
45 minutes k 72 ""C 
35 cycles 


SEQ ID N° 7 
SEQ ID N° 8 


7,5 mn /ml 


30 minutes k 94 ®C 
30 minutes k 58 ""C 
45 minutes k 72 °C 
35 cycles 



20 



Chaque PGR d6bute par one d6natuiation de 2 minutes 4 94 "C et finit par une 
elongation de 7 minutes k 72 °C. 

Du quinziteie au trente-cinqui^me cycle, le temps de l'61o„gation est augment6 de 

20 secondes par cycle. 

La PGR est faite dans un appareil theimocycle Eppendorf gradient (Merck. 
Strasbourg. France). Les produits de reaction de PGR sont analyses sur un gel 1 % 
d'agarose en TBE (Tris bases 45mM, EDTA 10 mM). 

A.2.3 - Purificati on des fra g ments PGR 

Les produits de PGR sont purifi6s par Wizard de Promega, 4 partir d'un gel d'agarose 
0,1% en tampon TAE (Tris-HGl 40 mM. EDTA 1 mM). Apr^s mig^tion. les bandes 
mteiessantes sans materiel contaminant sont pr61ev6es h I'aide dW scalpel sterile Le 
gel contenant I'ADN est d6coupe sous U.V. Le morceau de gel est i„cub6 pendant 
5 mmutes 4 65» G dans 1 ml de solution de r&ine. Gelled est r^olt6e sur filtre puis 
lav6e par 2 ml d'isopropanol 4 80 o/o. Apr^ centrifagation (30 secondes 4 12000 g) 
I'ADN purifi^ est hydrate par 40 m d'eau. puis 61ue par centrifugation (30 secondes i 
12 000 g). 



A.2.4 - Clonape du p roduit PGR 

Apr^s purification, les bandes PGR doivent 6tre clon^es dam un plasmide. afm de les 
amplifier, permettant ainsi de les sequencer et de les sous-cloner dans differents 
25 plasmides d'expression. A I'aide de la PGR, deux sites de restriction (HinD m en 5' et 



10 
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Sma I en 3") permettant de doner le fragment dans le site de clonage multiple du 
plasmide "Blue script" SK^ (Startagene, Ozyme. Montigny, France), ont et6 cr66s. 
1 ng d'ADN est mis k dig6rer pendant 4 heures d 25 »C dans une solution comprenant 
SOmM de KCCaHaQz^T^O mM de Tris (pH = 7.9). 10 mM de MgCQHaOa)^. ImM de 
5 DTT et 80 U d'enzyme Sma I (Biolabs. Ozyme, Saint Quentin en Yvelines. France). 
10 U d'enzyme HinD m sont alors ajout^s, et la solution est incub6e pendant 
12 heures h 37 "C. ParallSlement 0.5 ng de plasmide Sit sont dig6r6s de la mdme 
fa9on. 

Les pioduits de digestion sont purifies avec le kit Compass (American Bioanalytical. 
Natick. USA). L'ADN est dilue dans 3 volumes d'une solution saline (foumie avec le' 
kit) additiomi6e de 5 ^1 de matrice de silane. Apr«s 5 minutes d'incubation i 
temperature ambiante, la solution est centrifug6e (30 s. k 12000g). La r^ine culott6e 
est lav6e par 1 ml de solution de lavage (foumie avec le kit) qui est ensuite eliminee 
par deux centrifugations successives de 30 secondes k 12000 g. Aprds 5 minutes k 
tenqj&ature ambiante. la lysine est resuspendue dans 12 m d'eau. Aprte incubation 
de 5 minutes k 65 «C, la suspension est centrifug6e pendant 1 minute a 12 000 g. afin 
de pr61ever le sumageant conq>renant I'ADN. 

Le fragment dig6r6 et purifi6 et le plasmide sont lncub6s dans une solution 
comprenant 50 mM de Tris (pH = 7.8), 10 mM de MgCU, 10 mM de DTT. 1 mM 
20 d'ATP. 50 mg.mr> de BSA et 24000 U de T4 ligase (Biolabs). La solution est 
incub^e pendant 1 6 heures k 4 *>C. 

La solution de ligation est ensuite transform6e dans une bacterie comp^ente JM109 
(Promega). afin d'obtenir une quantite de plasmide suffisante permettant le 
s6quen9age du produit PGR insdr6 dans le plasmide. 



15 



25 



A.2.5 - S6quencage et anal yse des sequences 

Le s6quen9age de I'insert est r6alis6 k I'aide d'un s6quenceur automatique 373A 
AppUed Biosystem (Roissy, FRANCE). principe du s^quen^age automatique 
repose sur la determination par un laser d'une suite de bases fluorescentes incorpor6es 
30 dans des brins d'ADN neosynth6tis6s k partir de la s6quence de reference par PCR. 
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Par cette PGR. on syntheHse k partir d Wees choisies dans le TABLEAU 2 ci- 
apres en fonction de la s6quence 4 analyser des brins d'ADN dans lesquels des bases 
fluorescentes sont incoipor6es lors de la synth&e du brin compl6mentaire. 

TABLEAU 2 



Amorces 


Concentration 


Cycles 


SEQ ED N* 9 


lOuM 


30 secondes a 96 °C 
30 secondes a 55 °C 
4 secondes a 68 °C 
35 cvcle^ 


SEQIDN" 10 


lOtiM 


30 secondes a 96 °C 
30 secondes i 55 °C 
4 secondes a 68 °C 
35 cvcles 


SEQ ED 1 1 


10 MM 


30 secondes k 96 °C 
30 secondes i 55 °C 
4 secondes k 68 °C 
35 cvcles 


SEQIDN" 12 


lOfiM 


30 secondes k 96 °C 
30 secondes k 55 
4 secondes k 68 ""C 
35 cycles 


SEQ ID N° 13 


1 n iiA/f 


30 secondes k 96 °C 
30 secondes k 55 °C 
4 secondes d 68 ^^C 
35 cycles 


SEQ ID 14 


10 pM 


30 secondes k96^C ~~ 
30 secondes k 55 
4 secondes A 68 °C 
35 cycles 


SEQ ID N° 15 


10 nM 


30 secondes k 96 ""C 
30 secondes k 55 °C 
4 secondes a 68 °C 
35 cycles 


SEQ ID N° 16 


lOpM 


30 secondes k 96 °C 
30 secondes k 55 °C 
4 secondes i 68 °C 
35 cycles 
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1 }ig de plasmide k tester prepare par midi-prep est ajout6 k 20^1 d'une solution 
contenant du tampon Fs (Applied Biosystem, St Quentin en Yvelines, France) et 
0,5 \iM d'une amorce de sequence (TABLEAU 2). 

Chaque PGR d6bute par une denaturation de 3 min. 4 96 °C et finit par une 
5 Elongation finale de 4 min. k 68 °C. 

A raide du logiciel Vector NTI de la soci^te Informax (Oxford, U.K.), nous alignons 
Tensemble des sequences obtenues par les diff6rentes amorces a I'aide du logiciel 
Vector NTI de la soci6te Infomiax (Oxford U.K.), Talignement de I'ensemble des 
sequences obtenues par les difSrentes amorces sur le plasmide KAE15.8 est effectu6. 
10 Get alignement pemiet de comparer les sequences entre elles et de les comparer par 
rapport k la sequence thtorique attendue qui est ici nommee PGR JL-S Epi. Le fait 
d'utiliser plusieurs amorces pour sequencer le mSme insert, nous permet de nous 
afl&anchir des erreurs de lecture du s6quenceur automatique. On poxirra se referencer 
aux fig. 1 et 2. 

15 Ge plasmide KAE15.8 va servir pour toutes les autres constructions plasmidiques. 
A.3 - Preparation des baculovirus 

Le syst^me de production de virus utilise est le Baculogold® transfection Kit 
(PharMingen, Becton Dickinson, Paris , France). La preparation de baculovirus est 
20 realis6e en deux temps : dans un premier temps, le vecteur de transfert est construit, 
pms dans un second temps, des virus sont obtenus par recombinaison homologue 
entre le vecteur de transfert et un baculovirus lineaire dans des cellules sf9. 

A.3. 1 - Preparation du vecteior de transfert 

25 Sur le plasmide KAE15.8 pr6c6demment obtenu et sequence, une PGR est r6alisee k 
I'aide du couple d'amorces SEQ ID N** S et SEQ ID 6. La PGR, Tanalyse des 
firagments et leur piuification sont realisees comme pr6cedemment decrit. 
La digestion des fragments PGR purifies et du plasmide de transfert pAcGP67-B est 
r6alisee par les enzymes BamHI et EcoRI (biolab) pendant 4 heures k 37 °C. La 

30 ligation de I'insert est identique k celle pr6c6demment d6crite. Les constructions 
plasmidiques sont ensuite transformees dans JMl 09 puis sequencees. 
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Les vectems de transfert dont la sequence est correcte, sont amplifies afin d'obtenir 1 
mg de plasmide d6pourvu d*endonucl6ase k I'aide du kit EndoFree® plasmid Mega 
Kits de Qiagen. (Conrtaboeuf, France) 

Ce lot de plasmide va servir pour la co-transfection du vecteur de transfert et du 
5 baculovirus lineaire dans les cellules Sf9. La carte de ce vecteur de transfert est 
pr6sent6e k la fig. 2. 

A.3.2 - Preparation et s61ection des virus 

Les baculovirus sont obtenus par co-transfection d*un vecteur de transfert et d*un 
10 baculovirus lineaire dans ime cellule Sf9. Aprte recombinaison homologue, la cellule 
produit des virions replicatifs produisant la proteine d'int6rSt. 



A. 3.2 J- Co'transfection 

2.10^ cellules Sf9 sont co-transfect6es par 0,5 de baculogold et 5 ^g de vecteur de 
15 transfert par du sulfate de calcium. Aprfes 4 heures tfincubation k 27 °C, le milieu de 
transfection est remplac6 par du milieu de culture SF900 II (Gibco) complement6 par 
5% de serum de veau nouveau n6 (Hyclone, Perbio, Bezon, France). Au bout de 
5 joxurs d'incubation k 27 °C, le siunageant de culture comprenant les virus est 
pr61ev6, afin de doner ceux-ci par la technique de plaque assay. 

20 

A3, 2, 2 - Clonage des particules virales par plaque assay 

Les particules virales sont donees par selection de plage de lyse en milieu g61ifi6, 
7.10^ cellules Sf9 sont ensemenc6es en boite de culture de diam^tre 100 mm. Une 
boite de culture est pr6par6e par dilution du sumageant de culture contenant les 

25 particules virales. Une gamme de dilutions est r6alis6e de 10'^ k 10^ suivant le titre 
viral de sumageant de culture. Les cellules sont incub6es pendant 1 heure a 27 °C 
avec la dilution, puis une solution k2% d'agarplaque (pr6par6 en milieu de culture 
sans prot6ine) est coulee sur chaque boite de culture. Au bout de 10 nmiutes k 
temperature ambiante, I'ensemble de la boite se gfelifie emprisonnant les cellules dans 

30 un milieu de culture a 1% d'agarplaque. Uensemble est mis a incuber pendant 
12 jours A 27 °C. 
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Le virus etant bloqu6 par Tagarplaque, celui-ci ne se d^veloppe plus que par 
contamination de cellule k cellule formant ainsi des plages de lyse cellulaire pouvant 
etre lues k Tceil nu. Si la dilution virale est suffisante, une plage de lyse correspond k 
un virus. Les plages de lys& sont pr61ev6es k Taide d'un cone de pipette, puis 
5 transferees dans 1 ml de milieu de culture, afin d'61uer les particules virales de 
Tagarose par une incubation de 12 hemes k4^C sous agitation. 
300 fil de cet 61uat va infecter 5.10^ cellules en boite de culture de diam^tre 100 mm 
en 3 jouis k 27 °C. Le sumageant de culture est conserve 4 4 °C et les cellules sont 
lavees avec du PBS, ciilott6es puis lys6es, afin de controler, siu: gel d'acrylamide 
1 0 SDS-page (Gibco), la production de la prot6ine d4nt6r&t par le virus. 

A.3.3 - Caract6risation des virus par gel d'acrvlamide SDS-page 
2.10^ cellules sont lys6es par 1 ml de tampon de lyse (10 mM Tris-HCl pH = 7,5; 
130 mM NaCl; 1% Triton X-100 10 mM NaF; 10 mM NaPi; 10 mM NaPPi; 
15 10 jig/ml phenanthroline; 10 jig/ml aprotinine; 10 (ig/ml leupeptine; 1 mM PMSF) 
pendant 45 minutes k 4 °C. Le lysat est ensuite clarifi6 par une centrifugation de 
45 minutes k 40 000 g. 

30 ^1 de lysat sont denatures pendant 5 minutes k 95 °C, en presence de tampon de 
charge (2,5 % SDS, 5 % p-mercapto6thanol, 1 mM Tris pH = 7,4, 1 mM EDTA, 20 

20 % glycerol, 5 % de bleu de coomassie a 1 %). Les 6chantillons denatures font Tobjet 
tfune 6Iectrophor6se de 2 heures 4 120 V dans un gel SDS a 12 % d'acrylamide 
(Gibco). Aprds migration, les prot6ines sont transferees sur une membrane de PVDF 
(Fluorure de PolyVinyliD^ne de Millipor, Poly-labo, Strasboxxrg) par un transfert 
humide de 45 minutes k temperature ambiante k 0,350 A dans un tampon comprenant 

25 25 mM de Tris-HQ, 192 mM de glycine, pH = 8,3. Pour les gels k 12 % 
d'acrylamide, 20 % de methanol sont ajoutes a ce tampon. 

Les proteines transferees sont identifi6es par rintenn6diaire de leur queue poly 
histidine, par un anticorps monoclonal anti-histidine directement coupl6 a une 
phosphatase alcaline (Invitrogen, Gibco, France). Lensemble est ensuite visualise par 
30 un proc6de de chimiluminescence (Tropix, Perkin Ekner). 
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A.4 - Production et purification de la proteine PAC3 
A,4.1 - Production 

Celle-ci est ii6alis6e par infection de cellules Sf9 en suspension. 1 1 de milieu de 
culture SF900 II serum firee (Gibco) est ensemenc^ k Taide de 2.10^ cellules.ml~' et 
5 1 ml de suq)ension virale i 10* pfu.nil'^ L'ensemble est mis k incuber pendant 
4 jours k 27 ^C, sous agitation douce. A la fin de la culture les cellules sont culott6es 
par une centrifugation ^ 10 000 g pendant 5 minutes et le sumageant est stockS k 
4^C. 



10 A.4.2 - Purification 

La premiere etape consiste k preparer I'^chantillon afin qu'il puisse Stre compatible 
avec la colonne de chromatographic. Pour cela ime premiere dialyse est rSalisie 
contre 20 volumes de tampon phosphate 20mM pH = 7,4 a travers une membrane de 
dialyse dont le point de coupure est de IS KDa. Au bout d'une nuit de dialyse k 4 ^C, 

1 5 sous agitation douce, le dialysat est pr6t k etre purifi6 sur colonne d*affinite HITrap 
chelating 5 ml de Pharmacia. Cette colonne est compos6e de s6pharose sur laquelle 
est grefKe une pince pouvant ch61ater difKrents types de metaux bivalents. Dans 
cette purification la pince est charg6e avec du cuivre, confSrant ainsi une afSnit^ pour 
des chames poly-histidine. 

20 

A.4. 2.1 - Chromatosravhie 

La colonne est mont6e sur le systeme de chromatographie HR de Biorad stabilise k 

4 °C en chambre firoide. Le d6bit de la colonne est limits k 1 ml.niin'^ avec une 
pression maximum de 100 psi. 

25 Dans un premier temps la colonne est lav6e et activee par un premier lavage par 

5 volmnes d'eau distill6e, puis activ6e par 0,5 volimie d'une solution de sulfate de 
cuivre k 100 mM . Le cuivre non fix6 est 61unin6 par 10 volimies d'eau distUlee. La 
colonne est stabilisee par 10 volumes de tampon phosphate 20 mM pH = 7,4, 1 M 
NaCl, 10 mM d'inmidasole. 

30 La purification se fait k Taide de plusieurs passages successifs afin de ne pas saturer 
la colonne. 
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Chaque passage d6bute par une stabilisation de la ligne de base des U.V. a 280 nm a 
Taide de 2 volumes de tampon phosphate 20 mM pH=7,4, 1 M NaCl, 10 mM 
d'imidazole, puis 4 volumes de dialysat sont inject^s. Plusieurs lavages sont r6alis6s 
par 6 volumes de tair^on phosphate'20 mM pH=7,4, 1 M NaCl, 10 mM d'imidazole 
5 et 6 volumes de tampon phosphate 20 mM pH=7,4, 1 M NHCI4. 

Les prot^ines sont Slu6es de la colonne k Taide de 4 volumes d'un gradient lineaire 
de 0 % a 60 % d*un tampon phosphate 20 mM pH=7,4, 500 mM NaCl, 50 mM 
EDTA. A la fin de T^lution la colonne est lavee par 6 volumes de tampon phosphate 
20 mM pH=7,4, 1 M NHCI4. 
10 La colonne peut k ce stade Stre activ6e pour un nouveau passage. La fig. 3 represente 
le profil de chromatographie : la coiirbe a represente Tabsorbance k 280nm des 
protSines, la courbe b represente la conductivity des solutions inject^es, la courbe c le 
pourcentage de solution d'elution. 

Afin de pouvoir utiliser la prot6ine en cxilture cellulaire, Tfeluat est dans un premier 
15 temps concentre k I'aide de centricon plus-20 (Amicon, Millipor, France) possedant 
une membrane de separation a 10 Kda, puis dialys6 contre 30 volumes de PBS sans 
Mg^"^ et Ca^"*" k travers une membrane de dialyse poss6dant un point de coupure de 
15 Kda. Aprfes une nuit de dialyse k 4 °C, sous agitation douce, la prot6ine peut etre 
concentr6e k Taide de centricon plus-20. La solution est ensuite conservee k - 20 °C. 
20 Une fraction de la prot6ine est d6posee en double sur un gel k 12% d'acrylamide 
SDS-page et mise k migrer comme precedemment d6crit. Une partie du gel est 
transferee sur membrane de PVDF afin de reveler les proteines par 
chimilxuninescence k Taide d'lm anticorps anti-histidine Tautre partie est coloree k 
Targent par un kit Bio-rad silver stain afin d'obtenir le panel complet des proteines 
25 presentes dans rechantillon. 

La proteine PAC3 ainsi isoiee et purifiee possede en C-terminal une queue poly- 
Histidine et est de sequence SEQ ID N° 3. On pouxra se referer aux fig. 4A et 4B qui 
montrent la proteine PAC3 de poids 16KDa. 
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B - ACnVTTE BIOLOGIQUE DE LA PROTEINE PAC3 

B.l " Inhibition de la oroliftration de Iign6es tumorales pour lesaueUes l'II^6 
exerce un effet mitog^ne 

5 

B.1,1 ■ Choix des lign6es et evaluation de leur prDlif6ration. 

Les cellules sont ensemencees k 2,5.10^ cellules.ml'^ en milieu RPMI 1640 (Gibco) 
compl6nient6 par 2 mM de L-glutamine, 100 UI.ml"^ de p^nicilline et 100 U.ml"^ de 
streptomycine. 100 \xl de cette suspension cellulaire sont "sevr6s" 24 heures k 37 ^^C 

10 (5 % de CO2 en atmosphere humique) en plaque 96 puits. Aprfes "sevrage", le milieu 
de culture est remplac6 par la solution k tester dilu6e dans du milieu de culture 
(RPMI 1640 compl6ment6 par 2 mM de L-glutamine, 100 UI.ml"* de penicilline, 
100 U.mr^ de streptomycine et 20 % de s6rum de veau nouveau ne). L'ensemble est 
mis k incuber 24, 48 ou 72 h (37 A 5 % de CO2 en atmosphdre humique) suivant 

15 les conditions de manipulation. La prolifSration cellulaire est d6tennin6e par 
incorporation de thymidine triti6e. 

U266 est une lignee de myelome ; il est clairement 6tabli que riL-6 dans ce moddle 
joue un rSle autocrine dans la proliferation et que la cellule exprime de grandes 
quantit6s de rScepteurs gp 80 et gp 130 4 sa surface cellulaire (contrairement aux 
20 lign6es d'ad6nocaicinome du rein qui n'expriment pas gp 80 k leur surface). 

B.1.2 - Resultats 

B.L2J - Activite de la vroteine PAC3 de SEP ID 3 sur la proliferation de la 
lisnee U266 

25 Le controle n6gatif utilis6 est une production de baculovirus codant pour une proteine 
non pertinente (une enzyme d6gradant le catechol ref pAcHLT-XyiE "PAC- 
XylE"contr61e vector de Pharmigen) purifi6e dans les memes conditions que la 
prot6ine PAC3 selon 1' invention. 

La fig. 5A montre revolution du pourcentage d'inhibition, en fonction de la 
30 concentration prot6ique (c), de la proliferation de U266 sans activation, en presence 
de la proteine PAC3. 
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La fig. SB montre revolution du pourcentage d'inhibition, en fonction de la 
concentration proteique (c), de la proliferation de U266 avec activation par 
1,26 pg/ml dTL-6 en presence de la prot^ine PAC-3. 

La fig. SC montre revolution du pourcentage d'inhibition, en fonction de la 
5 concentration proteique (c), de la proliferation de U266 avec activation par 
12,6 p^ml d'BL-6 en presence de la prot6ine PAC-3. 

Conune le montrent les graphiques presentes a la fig. 5A, SB et SC, avec la prot6ine 
PAC3, xme inhibition de la proliferation jusqu*4 25% par rapport au controle est 
obtenue. Le caractere limite de cette inhibition r6sulte probablement d'un mode de 
10 fonctionnement majoritairement intracrine de ril^6 dans cette lignee, n'impliquant 
pas les recepteurs de rDL-6 exprimes k la surface cellulaire. 

Cependant la magnitude de cette inhibition induite specifiquement par la proteine 
PAC3 selon I'invention est majoree lorsque les cellules sont cultiv6es en presence 
d1L-6 exogene, atteignant 60% du niveau de proliferation observe en presence d'IL-6 
15 exogene. Ceci confirme la capacite de la proteine PAC3 selon 1' invention a bloquer 
significativement Tactivite biologique de riL-6 notamment Tinduction de la 
proliferation tumorale induite par cette IL-6 exogdne. 

Au total, ces resultats indiquent que la proteine PAC3 de SEQ ID N*^ 3 selon 
rinvention bloque la proliferation induite par riL-6 exogdne de la lignee tumorale 
20 U266, en Tabsence d'IL-6, mais surtout inhibe de maniere majeure la proliferation de 
cette lignee induite par ril^6 exogfene. Ces resultats confirment TeflFet antagoniste de 
riL-6 de la proteine PAC3 de SEQ ID N*' 3 selon rinvention. 

B.2 - Differenciation des progenlteiirs CD34+ 

25 B.2.1 -Methodes 

Des preievements de sang de cordon ombilical sont dilues au 1/2 en PBS, puis 
deposes sur une solution de ficoU de densite 1,077 afin de separer par centrifugation 
en fonction de la densite les difiSrents constituants du preievement. Les cellules 
mononucieees se situant k I'interface, celles-ci sont ponctionnees du ficoU afin de 

30 purifier les CD34+ par selection positive. La purification debute par un marquage a 
I'aide d*un anticorps monoclonal de souris anti-CD34 (anticoips monoclonal IgGl de 
souris Coulter, Marseille, France), puis par un second anticorps monoclonal de 
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chdvre anti-F(ab02 de souris (Macs, Tebu, Paris, France) couple a une bille 
magn6tique. Le complexe fonn6 est piirifi6 sur une colonne magnetique. 
Aprds purification, les prog6niteurs CD34+ sont cultives de JO k J6 en presence de 
RPMI 1640 classique complements de TNFa (2,5 ng/ml), GM-CSF (lOOng/ml), SCF 
5 (25ng/ml) et du s6rum AB+ humain (2%) (EFS, Lyon, France). A J6, les CD34+ sont 
lav6s 3 fois en PBS pour filincdner le s6rum AB+, puis cultiv6s en pr&ence de TNFa 
(2,5 ng/ml), GM-CSF (100 ng/ml) et diif(§rentes concentrations de solution a tester. 
A J12, les cellules sont num6r6es et lavees, puis mises h incuber en pr6sence 
tfanticoips fluorescent 20 min. k 4 °C, Aprds I'incubation les cellules sont lavees 
10 3 fois en PBS puis analysees par cytometrie en flux. 

B.2.2 - Resultats 

La prot6ine PAC3 de SEQ ID N° 3 selon Tinvention exerce deux types d'activites 
sur la difKrenciation des progeniteurs CD34H- en cellules dendritiques et en presence 
15 de GM-CSF et TNF a : 

• la premiere est une action inhibitrice de Teffet de riL-6 sur Texpression de 
marqueurs membranaires de differenciation des DC notamment du CD 14, 

• la seconde correspond h un blocage partiel par la prot6ine P AC3 de SEQ ID N**2 
de Tacquisition de CD la par les cellules en cours de differenciation. 

20 En efFet, comme le montrent les r6sultats pr6sentes a la fig. 6 le maintien de 
Texpression du CD14 par riL-6 ou IL-6 combin6 avec le M-CSF est inhib6e en 
presence de la proteine PAC3 de SEQ ID N*' 3. fl en est de mSme pour I'inhibition de 
Texpression de CD86 induite par rL-6 ou par la combinaison IL-6 et MCSF, qui est 
partiellement restaur6e en presence de la prot6ine PAC3 de SEQ ID N*' 3. Ces 

25 r6sultats confirment Taction inhibitrice de la prot6ine PAC3 de SEQ ID N** 3 sur 
Tactivite biologique de riL-6, dans un module pertinent en pathologic clinique chez 
I'homme, qui est le blocage par riL-6 de la diff6renciation des DC a partir de 
progeniteurs CD34+ , 

La proteine PAC3 de SEQ ID N** 3 aflfecte done la difiSrenciation des cellules 
30 dendritiques, orientant leur engagement vers une sous-population exprimant de 
mani^ plus faible le marqueur CD la. La proteine PAC3 de SEQ ID N** 3 bloque en 
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outre les effets immunosuppresseurs de riL-6 dans ce module, notamment sa 
capacitB k inhiber la diiferenciation normale des cellules dendritiques. 



B. 3 - Conclusions 

5 La proteine PAC3 de SEQ ED N° 3 est ainsi enable de bloquer sp6cii!quenient la 
proliferation induite par riL-6 de lign6es cellulaires tumorales, de la lignSe de 
myelome U266. La protfiine PAC3 de SEQ ID N° 3 bloque egalement la capacite de 
l'IL^6 k inhiber la diff6renciation des cellules dendritiques in vitro. 

10 C - Production et purification de la proteine de sequence SEQ ID N** 4 

La position de la queue polyhistidine utilis6e pour la purification a 6t6 modifi6e. 
Ainsi celle-ci est placSe en JV-tenninal de la prot6ine, afin d'etre cliv6e par le systdme 
TAGZyme aprfes purification. 

15 

C, l — Preparation du vecteur de transfert 

Les mutations sont obtenues k Taide du plasmide KAE15.8 prec6demment obtenu et 
sequence, sur lequel est realisee une PGR k I'aide du couple d'amorces de 
sequences : 
20 - SEQ ID N« 17 

GAG GGG ATC CAT GAA ACA CCA TCA CCA TCA CCA TGC TAT GGC 

TGA AAA AGA TGG ATG CTT CCA ATC TGG 

La sequence SEQ ED N*' 17 cr6e en 5' un site de restriction BanUI et ime queue 
poly-histidine compatible avec le systfeme TACZyme de sequence peptidique 
25 MKHHHHHHQ. 

- SEQ ID N° 18 

GGT GCG AAT TCT ACA TTT GCC GAA GAG CCC TC 

La sequence SEQ ID fi^ 18 cr6e en 3' xm site de restriction EcoRI aprds le codon 

stop. 

30 La PGR, Tanalyse des fragments et leur pvuification sont r6alis6es comme 

precedemment d6crit aux points A . 1 . et A.2. 
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La digestion des fiBgments PGR purifies et du plasmide de transfert pAcGP67-B 
est realisee par les enzymes BaniHI et EcoRI (biolab) pendant 4 heures k 37**C. 
L'ensemble des autres 6tapes de construction du baculovirus sont semblables aux 
6tapes d6crites aux points A.3.2 i A.3.3 ci-dessus. 

5 

C,2 - Production et purification de la prot^ine PAC3Bis 



C.2.1 - Production 

Celle-ci est r6alis6e par infection de cellules High Five (Invitrogen, France) en 
10 suspension. 1 1 de milieu de culture EXPRESS FIVE SFM (Invitrogen, France) est 
.ensemenc6 k Taide de 2.10^ cellules,ml'^ et 1 ml de suspension virale k 10^ pfti.ml*'. 
L'ensemble est mis k incuber pendant 7 jours a 27''C, sous agitation douce. A la fin 
de la culture, les cellules sont culott6es par une centrifugation a 10 000 g pendant 5 
minutes et le sumageant est stocks k 4°C. 

15 

C,2.2.1 - Chromatoeraphie 

La colonne est mont6e sur le systdme de chromatographic HR de Biorad stabilise k 
4** C en chambre froide. Le d6bit de la colonne est liniit6 k 3 mljnin'^ avec une 
pression maximum de 1 50 psi. 
20 Dans un premier temps, la colonne est lav6e et activ6e par un premier lavage par 5 
volumes d'eau distill6e, puis activee par 0,5 volume d'une solution de sulfate de 
cuivre k 100 mM. Le cuivre non fix6 est ^limine par 10 volumes d'eau distill6e. La 
colonne est stabilis6e par 10 volumes de tampon phosphate 20 mM pH = 7,4, IM 
NH4CI. 

25 La purification se fait k Taide de plusieurs passages successifs afin de ne pas saturer 
la colonne. 

Chaque passage debute par une stabilisation de la ligne de base des U.V. k 280 nm a 
Taide de 2 volumes de tampon phosphate 20 mM pH = 7,4, IM NH4CI, puis 4 
volumes de dialysat sont injectes. Un lavage est r6alis6 par 6 volumes de tampon 
30 phosphate 20 mM pH = 7,4, IM NH4CI. 

Les prot6ines sont eluees de la colonne a Taide de 4 volumes d'un gradient lin6aire 
de 0 % 4 60 % d'un tampon phosphate 20 mM pH = 7,4, 500 mM NaCl, 500 mM 
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d'imidazole. A la fin de I'elution, la colonne est mactiv6e par injection de 6 volumes 
de tampon phosphate 20 mM pH = 7.4, 500 mM EDTA puis lav6e par 6 volumes 
d'eau. A ce stade, la colonne pent k nouveau 6tre activ6e pour une nouvelle 
chromatogrq>hie. Le profil de chromatographie est pr6sent6 h la Fig. 7 : la couibe ai 
5 repr6sente rabsoibancei 280 nm, la courbe b, repr6sente la conductivity des 
solutions et la combe c, le pourcentage de solution d'61ution. L'analyse des ftactions 
de la chromatographie est r6alis6e par Western blot comme d6crit au point A.4. 
pr6c^ent. Diif^rentes fictions sent d^pos^es sur deux gels SDS page ^ 15 % 
d'acrylamide. Aprds migration, un premier est trans^6 sur une membrane PVDF 
pour Stre r6v616 k I'aide d'anticorps anti-histidine et chimiluminescence (Fig. 8A), 
tandis que le second est color6 k I'argent (Fig. SB). 



10 



C.2.3 - Digestion de la queue polv- histidine par le svstfane TAGZvme 
Une fois les fractions d'int6rgt identifi6es, celles-ci sent dialys6es centre 30 volumes 
15 de tampon de digestion TAGyme (20 mM NaH2P04, 1,5 M NaCl pH 7) a travers une 
membrane de dialyse poss6dant un point de coupure de 8 Kda. Aprds une nuit de 
dialjrae k 4°C, sous agitation douce. La prot6ine pent alors Stre concentree k I'aide de 
centricon plus-20 puis dos6e par dosage DC de biorad (Mame la Coquette, France). 

20 Principe du systdme TAGZyme : 

La queue poly-histidine est clivee de la prot6ine par une succession de trois etapes 
enzymatiques. Dans un premier temps, une di-peptidase (DAPase) clive des di- 
peptides en iV-terminal de la prot6ine pour s'arrdter au niveau d'une glutamine. Dans 
un second temps, cette glutamine est transfoim6e en pyroglutamate par une Qcyclase, 
afin que celui-ci soit cliv6 par une troisieme enzyme la pGAPase pour obtenir la 
prot6ine native. L'ensemble de ces trois enzymes possdde une queue histidine en 
C-terminal permettant ainsi de les extraire de la pr^aration prot6ique aprds 
digestion. 

30 5 mg de prot6ine k cliver sont incub6s 15 minutes k 37° C en presence de 250 mU de 
DAPaze activ6e par 10 mM de cysteamine-HCl et 15 U de Qcyclase. Le produit de 
digestion est applique sur une colonne de 1ml de NI-NTA agarose pr6alablement 



25 
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lav6e par 5 volumes de tampon de digestion TAGZyme. Une fois le produit de 
digestion compl^tement pass6 h travers la colonne, celle-ci est lav6e une seconde fois 
par dexix volumes de tampon TAGZyme. L'ensemble des fractions passant k travers 
la colonne est r6colte pour etre clive par une seconde incubation de 90 minutes a 
5 37°C en presence de 1 mU de pGAPase activee par 2 mM de cyst6amine-HCL La 
digestion termin^e, la preparation prot6ique est une seconde fois purifi6e par une 
colonne de 1 ml de NI-NTA comme prec6demment decrit. 

Afin de rendre compatible la preparation prot6ique au test biologique, celle-ci est 
dialys6e contre 20 volumes de PBS sans Ca^"*" et Mg^* k travers une membrane de 
10 dialyse de 8 kDa de point de coupure. 

Le resultat de digestion est* analyst k Taide de gel d'acrylamide color6 k 1 'argent et 
par Westem blot comme pr6c6demment d6crit au A.3.3. 

La Fig. 9 A repr6sente une autoradiographic du westem blot r6v6iee par un anticorps 
anti-histidine des difftrentes etapes de digestion. Dans Tordre des depots, sont 

15 pr6sent6s en 1) la prot6ine non diger6e, en 2) 3) les retentats respectivement de la 1° 
et de la 2*^ colonne de purification, en 4) et 5) les 61uats respectivement de la 1° et de 
la 2° colonne de purification. Les retentats des colonnes de purification demontrent 
bien que celles-ci capturent ime grande partie des prot6ines poss6dant ime queue 
poly-histidine (Fig. 9 A : pistes 3 et 4) et les prot6ines partiellement digerees (Fig. 9 

20 A : piste 3). Les pistes 4 et 5 ne pr6sentent plus de prot6ine poly-histidine au poids 
moleculaire attendu de PAC3Bis. 

Les Fig. 9B et 9C repr6sentent deux fi-actions de puret^ difKrente de PAC3Bis avant 
et apres digestion enzymatique par le systdme TAGZyme en Westen Blot et apr^s 
revelation k Targent respectivement A gauche du gel r6vel6 k I'argent ou de Tauto 
25 radiogramme westem blot, sont d6pos6es les prot6ines non clivees et k droite du gel 
r6v61e k I'argent ou de I'auto radiogramme sont deposees les prot6ines apr&s 
digestion. 

Sur ces gels, il est possible de constater que bien que plus de marquage poly-histidine 
ne soit observ6 (photo de droite), on observe toujours la prot6ine sur un gel colore k 
30 I'argent (photo de gauche). Ces resultats demontrent que la prot6ine PAC3Bis n'est 
pas degrad6e, mais qu'elle ne possMe plus de queue poly-histidine et a done la 
sequence SEQ ID N'' 4. 
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D - ACTIVITE BIOLOGIQUE 

Inibition de ia proliferation de lign^es tumorales pour lesauelles l'IL-6 exerce 
un effet mitogibne> 

5 

Les tests de proliferation sont identiques k ceux mentionn6s au point B. 1 . 
Les cellules de my61ome U266 sont incub6es pendant 48 heures en pr6sence de doses 
croissantes de prot6ine PACSBis (SEQ ID N*»19) ou de prot6ine de sequence SEQ 
ID N**4. La proliferation cellulaire est determin6e par 16 heures d*incorporation de 
10 thymidine triti6e. Les resultats sont e3q)rim6s en pourcentage d'inhibition par rapport 
h une proliferation de U266 en absence de PACSBis ou de prot6ine de SEQ ID N° 4. 

R6sultats 

Le meme taux d'inhibition est observe avec la proteine PACSBis qu'avec PAC3 sur 
15 la proliferation d'U266 en absence d'IL-6. L*absence de difference significative dans 
I'inhibition en presence (PACSBis) ou non de la queue poly-histidine (SEQ ID N'^* 4) 
demontre que la queue polyhistidine n'interfSre pas dans I'activite biologique de la 
proteine (Fig. 10). 

20 
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REVENDICATIONS 

1 - Utilisation d'une prot6ine comprenant au moins la sequence en acides amines 
SEQ ID N«» 4, pour la fabrication d'un medicament destine h inhiber l*activit6 de 
I'lL-e. 

5 2 -UtiHsation selon la revendication 1, caract6ris6e en ce que la prot6ine est la 
prot^ine de sequence SEQ ID N° 4. 

3 - Utilisation selon la revendication 1, caract6ris6e en ce que la prot6ine est la 
prot6ine PAC3 de s6quaice SEQ ID N°3. 

4 - Utilisation selon la revendication 1, caTact6ris6e en ce que la prot^ine est la 
10 prot6ine PAC3Bis de s6quence SEQ ID fi°19. 

5- UtUisation selon I'une des revendications 1 k 4 pour la fabrication d'un 
mddicament anti-inflammatoire pour le traitement de toute pathologie inflammatoire 
ou infectieuse oil 1*11-6 est d6montr6e jouer un r61e physiopathologique. 

6- Utilisation selon I'une des revendications 1 k 4 pour la fabrication d'un 
15 medicament anticanc6reux. 

7 - Utilisation selon la revendication 6, pour la fabrication d'un medicament 
destine k traiter les lymphomes, leucemies, my61omes, carcinomes, sarcomes, le 
sarcome de K^si ou la maladie de Caspelman. 

8 - Utilisation selon la revendication 7, pour la fabrication d'un medicament 
20 destine k traiter les myeiomes. 

9- Composition pharmaceutique contenant une proteine comprenant au moins la 
sequence en acides amines SEQ ID N° 4, en association avec un excipient 
pharmaceutiquement acceptable convenable. 

10 - Composition phannaceutique selon la revendication 9, caract6risee en ce que 
25 la proteine est la proteine de sequence SEQ ID N° 4. 

11 - Composition phannaceutique selon la revendication 9, caract6risee en ce que 
la proteine est PAC3 de sequence SEQ ID N° 3. 

12 - Composition pharmaceutique selon la revendication 9, caiact6risee en ce que 
la proteine est PAC3Bis de sequence SEQ ID N° 19. 

30 13 -Proteine PAC3 a activite inhibitrice de l'IL-6, caracterisee en ce qu'elle 
consiste en la SEQ ID N° 3. 
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14 - Prot^ine k activitd inhibitrice de I'lL-e, caract6ris6e en ce qu'eUe consiste en 
la SEQ n> N°4. 

15 - PiDteine PAC3Bis 4 activity inhibitrice de riL-6, caracterisee en ce qu'eUe 
consiste en la SEQ ID N° 19. 

5 16 -Sequences d'acides nucl6iques codant pour la proteine PAC3 selon la 
revendication 13. la proteine PAC3Bis selon la revendication 15, ou la prot6ine de 
SEQ ID N" 4 selon la revendication 14. 

17 -Proteine PAC3 selon la revendication 13, la prot6ine PACSBis selon la 
revendication 15, ou prot6ine de SEQ ID N«» 4 selon la revendication 14 pour leur 
10 utilisation en tant que medicament. 

18 - OUgonucl6otides antisens bloquant la transcription ou la traduction de la 
protSine PAC3 selon la revendication 13, de la proteine PACBBis selon la 
revendication 15. ou de laprot6ine de SEQ ID N» 4 selon la revendication 14. 

19-Animaux transginiques, k I'exclusion de ITiomme, exprimant un tiansgdne 
15 de la prot6ine PAC3 selon la revendication 13, de la prot6ine PAC3Bis selon la 
revendication 15, ou de la proteine de SEQ ID N° 4 selon la revendication 14. 

20 - Vecteur d'expression, caiact6ris6 en ce qu'il comprend une sequence d'acides 
nucl6iques selon la revendication 16 et les moyens n6cessaires k son expression. 

21 - Microorganismes ou cellules hdtes transformes par un vecteur d'expression 
20 selon la revendication 20. 

22-Anticorps monoclonaux diriges contre la proteine PAC3 selon la 
revendication 13, la prot6ine PAC3Bis selon la revendication 15, ou la proteine de 
sequence SEQ ID N" 4 selon la revendication 14. 
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IiISTB DE SEQUENCES 

<110> University Claude Bernard Lyon l 
Centre L^on B^rard 
INSERM 

Hospices Civils de Lyon 

<120> Nouvelle protSine a activity inhibitrice de l'IL-6 

<130> 1H708400C22 

<140> 
<141> 

<160> 16 

<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 212 
<212> PRT 

<213> homo sapiens 
<400> 1 

Met Asn Ser Phe Ser Thr Ser Ala Phe Gly Pro Val Ala Phe Ser Leu 
15 10 15 

Gly Leu Leu Leu Val Leu Pro Ala Ala Phe Pro Ala Pro Val Pro Pro 

20 25 30 

Gly Glu Asp Ser Lys Asp Val Ala Ala Pro His Arg Gin Pro Leu Thr 
35 40 45 

Ser Ser Glu Arg lie Asp Lys Gin He T^g Tyr He Leu Asp Gly He 
50 55 60 

Ser Ala Leu Arg Lys Glu Thr Cys Asn Lys Ser Asn Met Cys Glu Ser 
65 70 75 80 

Ser Lys Glu Ala Leu Ala Glu Asn Asn Leu Asn Leu Pro Lys Met Ala 
85 90 95 

Glu Lys Asp Gly Cys Phe Gin Ser Gly Phe Asn Glu Glu Thr Cys Leu 

100 105 110 

Val Lys He He Thr Gly Leu Leu Glu Phe Glu Val Tyr Leu Glu Tyr 
115 120 125 

Leu Gin Asn Arg Phe Glu Ser Ser Glu Glu Gin Ala Arg Ala Val Gin 
130 135 140 

Met Ser Thr Lys Val Leu He Gin Phe Leu Gin Lys Lys Ala Lys Asn 
145 150 155 160 

Leu Asp Ala He Thr Thr Pro Asp Pro Thr Thr Asn Ala Ser Leu Leu 
165 170 175 

Thr Lys Leu Gin Ala Gin Asn Gin Trp Leu Gin Asp Met Thr Thr His 
180 185 190 

Leu He Leu Arg Ser Phe Lye Glu Phe Leu Gin Ser Ser Leu Arg Ala 
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195 200 205 

Leu T^g Gin Met 
210 



<210> 2 

<211> 1125 

<212> ADN 

<213> homo sapiens 

<400> 2 

ttctgccctc gagcccaccg 
ctatgaactc cttctccaca 
tggtgttgcc tgctgccttc 
ccgccccaca cagacagcca 
tcctcgacgg catctcagcc 
gcagcaaaga ggcactggca 
gatgcttcca atctggattc 
tggagtttga ggtataccta 
ccagagctgt gcagatgagt 
atctagatgc aataaccacc 
aggcacagaa ccagtggctg 
agttcctgca gtccagcctg 
tgttgttaat gggcattcct 
gttgttctct atggagaact 
tttattaata tttaaatatg 
aagaagtacc acttgaaaca 
tgcagtttga atatcctttg 
tcaaataaat ggctaactta 
tgtataaatg gtttttatac 



<210> 3 
<211> 125 
<212> PRT 
<213> Sequence az-tificielle 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : traduction 
a partir du 2dme ATG du 3dme exon du gdne 
de l'IL-6, avec cpjeue polyhistidine 

<400> 3 

Met Ala Glu Lys Asp Gly Cys Phe Gin Ser Gly Phe Asn Glu Glu Thr 
15 10 15 

Cys Leu Val Lys lie lie Thr Gly Leu Leu Glu Phe Glu Val Tyr Leu 
20 25 30 

Glu Tyr Leu Gin Asn Arg Phe Glu Ser Ser Glu Glu Gin Ala Arg Ala 
35 40 45 

Val Gin Met Ser Thr Lys Val Leu He Gin Phe Leu Gin Lys Lys Ala 
50 55 60 

Lys Asn Leu Asp Ala He Thr Thr Pro Asp Pro Thr Thr Asn Ala Ser 
65 70 75 80 



ggaacgaaag 
agcgccttcg 
cctgccccag 
ctcacctctt 
ctgagaaagg 
gaaaacaacc 
aatgaggaga 
gagtacctcc 
acaaaagtcc 
cctgacccaa 
caggacatga 
agggctcttc 
tcttctggtc 
aaaagtatga 
tgaagctgag 
ttttatgtat 
tttcagagcc 
tacatatttt 
caataaatgg 



agaagctcta 
gtccagttgc 
tacccccagg 
cagaacgaat 
agacatgtaa 
tgaaccttcc 
cttgcctggt 
agaacagatt 
tgatccagtt 
ccacaaatgc 
caactcatct 
ggcaaatgta 
agaaacctgt 
gcgttaggac 
ttaatttatg 
tagttttgaa 
agatcatttc 
taaagaaata 
cattttaaaa 



tctcccctcc 
cttctccctg 
agaagattcc 
tgacaaacaa 
caagagtaac 
aaagatggct 
gaaaatcatc 
tgagagtagt 
cctgcagaaa 
cagcctgctg 
cattctgcgc 
gcatgggcac 
ccactgggca 
actattttaa 
taagtcatat 
ataataatgg 
ttggaaagtg 
tttatattgt 
aattc 



aggagcccag 
gggctgctcc 
aaagatgtag 
attcggtaca 
atgtgtgaaa 
gaaaaagatg 
actggtcttt 
gaggaacaag 
aaggcaaaga 
acgaagctgc 
agctttaagg 
ctcagattgt 
cagaacttat 
ttatttttaa 
ttatattttt 
aaagtggcta 
taggcttacc 
atttatataa 



60 

120 

180 

240 

300 

360 

42 0 

480 

540 

600 

660 

720 

780 

840 

900 

960 

1020 

1080 

1125 



Leu Leu Thr Lys Leu Gin Ala Gin Asn Gin Trp Leu Gin Asp 
85 90 



Met Thr 
95 
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Thr HiB Leu lie Leu Arg Ser Phe 
100 

Arg Ala Leu Arg. Gin Met Tyr His 
115 120 



Lys Glu Phe Leu Gin Ser Ser Leu 
105 110 

HiB His His His His 
125 



<210> 4 
<211> 118 
<212> PRT 

<213> Sequence ourtif icielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : traduction 
k partir du 2dme ATG du 3dme exon du gdne 
de 1 'IL-6 



<400> 4 

Met Ala Glu Lys Asp Gly Cys Phe 
1 5 

Cys Leu Val Lys lie He Thr Gly 
20 

Glu Tyr Leu Gin Asn Arg Phe Glu 
35 40 

Val Gin Met Ser Thr Lys Val Leu 
50 55 

Lys Asn Leu Asp Ala He Thr Thr 
65 70 



Gin Ser Gly Phe Asn Glu Glu Thr 
10 15 

Leu Leu Glu Phe Glu Val Tyr Leu 
25 30 

Ser Ser Glu Glu Gin Ala Arg Ala 
45 

lie Gin Phe Leu Gin Lys Lys Ala 
60 

Pro Asp Pro Thr Thr Asn Ala Ser 
75 80 



Leu Leu Thr Lys Leu Gin Ala Gin Asn Gin Trp Leu Gin Asp Met Thr 
85 90 95 

Thr His Leu He Leu Arg Ser Phe Lys Glu Phe Leu Gin Ser Ser Leu 
100 105 110 

Arg Ala Leu Arg Gin Met 

115 



<210> 5 
<211> 33 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 5* 
cr6e un site de restriction HinD III en 5 • du 
premier ATG du gdne de l'IL-6 

<400> 5 

gagaagcttt agcggccgcc caggagccca get 33 



<210> 6 
<211> 34 
<212> ADN 
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<213> S4q[uence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 3' 
cr4e un site de restriction Sma I en 3 ' du codon 
stop du gdne de l'IIi-6 

<400> 6 

gaatgcccgg gaaactcgag aatctgaggt gccc 34 



<210> 7 
<211> 27 
<212> AON 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 5» 
qui cr6e un site de restriction BamHI en 5 ' du 
deuxidme ATG du troisidrae exon du gdne de l'IL-6 

<400> 7 

ccttggatcc atggctgaaa aagatgg 27 



<210> 8 
<211> 48 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la s6c[uence artificielle : amorce 3' 
c[ui rend silencieux le codon stop de l'IL-6 puis 
cr6e xme queue de 6 histidines avec un codon stop 
et un site de restriction EcoR I sur le codon stop 

<400> 8 

ggggaattct agtgatggtg atggtgatgg tacatttgcc gaagcccc 48 



<210> 9 
<211> 19 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce de 
sequence k partir de la base 3 0 dctns le sens de 
lecture du gdne de l'IIj-6 

<400> 9 

agctatgaac tccttctcc 19 



<210> 10 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce de 
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sequence a partir de la base 187 sur le brin 
compl^mentaire du gdne de l'IL-6 ^piss6 



<400> 10 

gttctgaaga ggtgagtggc 2 0 



<210> 11 
<211> 21 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sec[uence artificielle : amorce de 
sequence ^ partir de la base 401 dans le sens de 
lecture du gdne de 1*IIj-6 

<400> 11 

aggtatacct agagtacctc c 



<210> 12 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> S^cjuence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce de 
sequence a partir de la base 697 sur le brin 
compl^mentaire du gdne de l'XL-6 

<400> 12 

aactcgagaa tctgaggtgc 20 

<210> 13 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce de 
sequence s'hybride en 5 • du polylinker du plasmide 
KS+ 

<400> 13 

tcgaggtcga cggtatc 17 



<210> 14 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce de 
sequence s'hybride en 3 ' du polylinker du plasmide 
KS+ 



<400> 14 

gcgagatctt gatcacctag 



20 
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<210> 15 
<211> 22 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce de 
sequence s'hybride en 5 ' du polylinker du plasmide 
KS+ 

<400> 15 

gtaatacgac tcactatagg gc 22 



<210> 16 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce de 
sequence k partir de la base 258 sur le brin 
compl^mentaire du gdne de l»IL-6 

<400> 16 

gcttgttcct cactactctc 



<210> 17 
<211> 69 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : cr^e en 5' un site de restriction 
BanHI et une queue poly-histidine compatible avec le systdme TAGZyme de sequence 
peptidique MKHHHHHHQ. ^ sequence 

<400> 17 

gaggggatcc atgaaacacc atcaccatca ccatgctatg gctgaaaaag atggatgctt ccaatctgg 

<210> 18 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : cr^e en 3' un site de restriction 
EcoRI aprds le codon stop, rescriccion 

<400> 18 

ggtgcgaatt ctacatttgc cgaagagccc tc 



<210> 19 
<211> 127 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
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<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : traduction 
^ partir du 2dme ATG du 3dme exon du gdne 
de l»IL-6,avec queue polyhistidine en N- terminal 

<400> 19 

Met Lys His His His His His His Gin Met Ala Glu Lys Asp Gly Cys 

^5 10 15 

Phe Gin Ser Gly Phe Asn Glu Glu Thr Cys Leu Val Lys lie lie Thr 

20 25 30 

Gly Leu Leu Glu Phe Glu Val Tyr Leu Glu Tyr Leu Gin Asn Arg Phe 

35 40 45 

Glu Ser Ser Glu Glu Gin Ala Arg Ala Val Gin Met Ser Thr Lys Val 

50 55 60 

Leu lie Gin Phe Leu Gin Lys Lys Ala Lys Asn Leu Asp Ala lie Thr 

70 75 QQ 

Thr Pro Asp Pro Thr Thr Asn Ala Ser Leu Leu Thr Lys Leu Gin Ala 

85 90 95 

Gin Asn Gin Trp Leu Gin Asp Met Thr Thr His Leu lie Leu Arg Ser 

100 105 110 

Phe Lys Glu Phe Leu Gin Ser Ser Leu Arg Ala Leu Arg Gin Met 
115 120 125 
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